iettivi dei corso 



Illustrare i processi fondamentali della scienza del 
flusso dell'informazione che porta dal DNAalIRNAe alle proteine 




Far comprendere i meccanismi di funzionamento e di 
regolazione di questi processi. 



Educ; 



Educare lo studente al metodo scientifico, mediante descrizione 
di esperimenti che hanno permesso di delucidare I meccanismi 
biologici molecolari. 




Acquisire la comprensione delle tecnologie del DNA ricombinante e 

delle potenzialità da esse offerte. 
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roaramma e calendario 



5 
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4.10- 
5.10- 
6.10- 
12.10- 
18.10- 
19.10- 
20.10- 
25.10- 
26. 10- 
27-10 
2.11- 
8.11 - 
9.11- 
10.11 - 
16.11 - 



Struttura e Conformazioni del DNA 
Complessità del DNA Genomi co 
Struttura del DNA nei cromosomi 
FP7-Peopte. Bruxelles 
Replicazione del DNA - 1 
Replicazione del DNA - 2 
Riparazione del DNA 
La Ricombinazione 
Esami Professioni Sanitarie 
Trascrizione nei Procarioti 
IHV Meeting. Baltimora 
Trascrizione negli Eucarioti 
Maturazione dell'RNA - 1 
Maturazione dell'RNA - 2 
Europnse Meeting, Praga 




- Il Codice Genetico 

- La Traduzione - 1 

- La Traduzione - 2 

- Regolazione nei Procarioti 

- Regolazione negli Eucarioti - 1 
! - Regolazione negli Eucarioti - 2 
! - Regolazione negli Eucarioti - 3 

! - Modificazione e Trasporto delle Proteine 
! - DNA Ricombinante - 1 
! - DNA Ricombinante - 2 
! - Tecnologie del DNA Ricombinante - 1 
! - Tecnologie del DNA Ricombinante - 2 
! - Evoluzione Molecolare 
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Lezione rimandata 

Lezione recuperata (Giovedì 8.30- 



3.30, Mercoledì 10.15-11.45) 



10.00) 




Biologia Molecola 
del Gene, 6E 
Watson et al. 
Zanichelli 



EdiSES 



ologìa Molecolare 



Arnaldi et al. 
Casa Editrice 
Ambrosiana 



iologia 



Molecolare, 2E, 
Weaver, 
McGraw-Hill 




_l 



Biologia Molecolare del Gene, VI edizione. Watson et al., Zanichelli 
Genomi 3, TA Brown, EdiSES 

Biologia Molecolare, Amaldi-Benedetti-Pesole-Plevani, Casa Editrice 
Ambrosiana 



Biologia Molecolare, Seconda Edizione, Weaver, McGraw-Hill 




Biologia Molecolare della Cellula, V edizione, Alberts et al., Zanichelli 

L'essenziale della Biologia Molecolare della Cellula, II edizione, Alberts 
et al., Zanichelli 

La cellula, un approccio molecolare, II edizione, Cooper et al., Piccin 

, Lewin, Zanichelli 

Argomenti di Biologia Molecolare, Melino e Ciliberto, Società Editrice 
Universo 

Fondamenti di Biologia Molecolare, Alison, EdiSES 

Biologia Molecolare, II edizione, Weaver, McGraw-Hill 

Biologia Molecolare della Cellula, III Edizione, Lodish et al., Zanichelli 

Introduzione alla Genomica, Lesk, Zanichelli 




Copia delle diapositive mostrate a lezione, disponibili in formato PDF 

Queste NON SONO dispense, ne sono sufficienti per lo studio. 
Necessario sempre libro di testo fra quelli consigliati. 

Questo materiale in pdf DEVE essere considerato essenzialmente come 
un promemoria degli argomenti trattati a lezione, ed eventualmente 
per facilitare la scrittura degli appunti/ annotazioni durante la lezione. 




1. Struttura e Conformazioni del DNA 

• Principali scoperte legate al DNA 

• Principio trasformante 

• Basi e nucleotidi 

• Catene polinucleotidiche 

• Struttura del DNA 

• Caratteristiche del DNA 

• Dimensioni delle diverse forme di DN 

• Tipi di legame e solchi nel DNA 

• Denaturazione, Tm 

• DNA lineare, circolare e superavvolto 
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rincipali scoperte 

I onnciDjli eventi nel secolo delle pene lice 




1865 1 geni sono fattori particoaitt 
1871 Scoperta degli eodi nudeio 
1903 I cromosomi sono unita ereditane 
1910 1 geni si trovano sui cromosomi 
\itr- 191 3 1 cromosomi sono disoostroni inean di geni 
1 ^ Ir 1 * 27 «nutazioni sono modificazioni fìsiche di geni 
Ir- 1931 La ncombinazione avviene per aoss-ng-over 
\f r- 1944 li DNA è il materiale genetico 
A- IMB Un gene codifica per una proteina 
1950 tW1 P"™* sequenza di una proteina 
>- 1953 II DNA è una doppia ebca 
V- 1958 II DNA si replica in modo semiconservatfco 
1961 II codice genetoo funziona a tnptette 
1977 | geni eucariotici sono nterrotti 




Batteri S patogenici uccisi, e R non patogenici vivi, topo muore. 
Si recuperano da topo, batteri S vivi. 

Caratteristica patogenicità "passata" da batteri S uccisi patogeni 
a batteri R non patogeni. 

Analisi chimiche dimostrano che il principio trasformante è 
chimicamente costituito da acidi nucleici, e non da proteine, 
zuccheri o lipidi 




Spiegazione molecolare esperimento di Griffith: 

DNA contenuto in batteri S, dopo distruzione al calore, viene 
liberato. 

Questo DNA può essere "catturato" da batteri R non patogeni I 
quali, acquisendolo, si "trasformano" da non patogeni a 
patogeni. 



11/ Avery,MacLeod 

Il principio trasformante è il DNA 






Avery, MacLeod & McCarty 

Provano che il principio trasformante è il DNA 

Trattamento lisato batterico con proteasi, degradazione lipidi o 
zuccheri, nessun effetto. Trattamento con ribonucleasi 
pancreatica, che degrada gli acidi nucleici e in particolare il 
DNA, distruggeva principio trasformante 




DNA marcato con 32P, proteine con S35. Infezione batterica, 
separazione mediante centrifugazione fra virus e batteri. 

All'interno dei batteri si trova 32P, quindi il virus ha trasferito 
all'interno del batterio informazione genetica contenuta in acidi 
nucleici. 
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DNA marcato con 32P, proteine con S35. Infezione batterica, 
separazione mediante centrifugazione fra virus e batteri. 

All'interno dei batteri si trova 32P, quindi il virus ha trasferito 
all'interno del batterio informazione genetica contenuta in acidi 
nucleici. 




Marcando I fagi, e facendoli riprodurre in cellule batteriche, si 
vide che mentre la radioattività da P32 veniva mantenuta nella 
cellula infettata più della marcatura con S35, e la differenza 
diventava ancora più drammatica nella generazione successiva 
di fagi. 




Alla base degli acidi nucleici c'è il NUCLEOTIDE. 

Consiste in una base azotata, in uno zucchero pentoso, e in 3 
gruppi fosfati. 

Nucleotide base ad esempio ATP, "pila" energetica 




Legame glicosidico fra base e ribosio, con liberazione di acqua 

Legame f osfodiesterico fra ribosio e fosfato, con liberazione di 
acqua 




Spesso confusione fra nucleotide, base, nucleoside, ecc. 

La base è solo la purina o la pirimidina 

Il nucleoside è base + ribosio 

Il nucleotide è base + ribosio + fosfato 




I tre fosfati detti alfa, /3 e gamma 




Basi sono Purine (A e G, 2 anelli) e Pirimidine (C e T/U, 1 
anello). 
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Differenza fra DNA ed RNA: deossiribosio invece di ribosio, 
gruppo OH in 2' 

Timina in DNA e uracile in RNA. 

Uracile non può essere presente in DNA, perchè si può originare 
anche da deamminazione citosina, come vedremo in futuro 
parlando di mutazioni. 

Quindi se U fosse presente nel DNA, la cellula non potrebbe 
discriminare fra U costitutivo e U derivato da deamminazione 
citosina. 

Invece, // metilando ,/ Y uracile e quindi trasformandolo in Timina, 
riesce a distinguere fra U non metilato (e quindi derivato da C) e 
U metilato (ossia T). 




Acido nucleico è chimicamente un ''polimero 77 formato dal 
susseguirsi di scheletro zucchero-fosfato, con base legata al 
pentoso 



azione se 
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<b) Filamento d DNA 

Figura 2.1 1 Rappresentazione schematica del DNA. (a) Il njcleotiòe dATP. Questa lustra- 
zione evidenzia quattro caratteristiche di questa unità costituente i DNA. (1 ) Lo zucchero òeos- 
sinboso e rappresentato dalla linea nera verticale. (2) In alto, in posizione 1 ' deio zucchero si I 
trova la base, radenina (in verde). (3) Al centro, in posizione 3* dello zucchero, si trova un grup- 
po ossidrile© OH (in arancione). (4) In basso, in posizione 5' dello zucchero, si trova un gruppo 
trrf ostato (ri viola), (b) Breve filamento di DNA. Lo slesso tmucteotide (TCA) mostrato m figura 
2.1 0 viene qui raffigurato secondo La rappresentazione schematica. Si noti il fosfato in posizione 
5 . i legami fosfodiestere (m viola), e il gruppo ossidrico (in arancione) in posizione 3' . Per con- [ 
venzione, questo breve segmento di DNA si scrive in direzione 5 -3'. da sinistra a destra. 
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Rappresentazione schematica, utile per disegni e schemi 




Acido nucleico è chimicamente un ''polimero 77 formato dal 
susseguirsi di scheletro zucchero-fosfato, con base legata al 
pentoso 




Poiché il fosfato è legato al gruppo 5' del peritoso precedente e al 
3' del peritoso successivo, gli acidi nucleici hanno delle 
estremità... 

La molecola lineare ha un lato 5' (ossia che termina con gruppo 
5') e un lato 3' 

Di conseguenza, le molecole di acidi nucleici hanno una 
"direzione", una "polarità", per convenzione da 5' a 3' (anche 
perchè questa è la direzione di sintesi delle DNA e delle RNA 
polimerasi). 




Scheletro zucchero fosfato non è "lineare", ma si avvolge ad 
elica. 

Il DNA è costituito da una doppia elica, con l'una che si avvolge 
intorno all'altra. 

Le due eliche sono anche antiparallele, quindi ad ogni estremità 
della doppia elica è presente un terminale %'eun terminale 3', e 
l'opposto all'altra estremità. 




Chargaff dimostra nel 1952, che nel DNA di ciascuna specie, il 
rapporto A/T = G/C 

Questo vuol dire che il contenuto di A è uguale al contenuto di T, 
e che il contenuto di G è uguale al contenuto di C 




Rapporti fra le basi. 

In diversi organismi, possiamo quantificare il contenuto delle 4 
basi azotate che formano il DNA 

Si vede che gli unici rapporti 1:1 sono quelli fra A e T, e quelli fra 
GeC. 

Tutti gli altri (A/G, T/C) hanno rapporti o superiori o inferiori a 
1. 

Evidente quindi il rapporto lalA/TeG/C, quindi il contenuto 
di A è uguale a T, e contenuto di C e uguale a G 




Questo perchè CG forma un triplo legame idrogeno, e AT forma 
un doppio legame idrogeno. 

C solo con G, e A solo con T. 



Questi "accoppiamenti" sono gli unici che mettono in stretto 
contatto (0.28 nm) I gruppi accettori e donatori di idrogeno, e che 
quindi massimizzano la formazione di interazioni a idrogeno fra 
le basi 




Per favorire e massimizzare la formazione dei legami idrogeno, 
le basi azotate giacciono sullo stesso piano. 

Sono una di fronte all'altra, all'interno della doppia elica. 

Di conseguenza, il legame glicosidico fra zucchero è base è 
''angolato 77 . 

Ogni coppia di basi "ruota" leggermente rispetto alla precedente 
e alla successiva. La doppia elica compie un "giro" completo 
mediamente ogni circa 10 basi (dipende dalla conformazione del 
DNA, come vedremo in seguito) 




Diametro 2 nm 

Distanza fra basi: 0.34 nm 

Giro completo: 3.4 nm 

Un giro contiene 10.5 coppie di basi 




1 A equivale a 0,1 nm 




Esempio ad " atomi pieni", che mostra come la parte "interna" 
della doppia elica è "riempita" dalle basi, in stretto contatto fra 
loro 



ezza doppia elica 

La doppia elica ha una larghezza epatant» 




Poiché per ogni coppia di basi c'è sempre una purina e una 
pirimidina, la larghezza della doppia elica si mantiene costante. 

Se in seguito ad errori e/o mutazioni, si trovano sullo stesso 
piano due purine o due pirimidine, queste sono troppo poco 
ingombranti (Pir-Pir) o troppo ingombranti (Pur-Pur) e causano 
la formazione di distorsioni nella doppia elica 




Concetto di antiparallelismo. 

Legame glicosidico angolato rispetto all'asse portante zucchero- 
fosfato. 

Estremità 5' verso 3' su un'elica, e 3' verso 5' sull'altra elica, che 
viene detta antiparallela 




Antiparallelismo 

Fissare bene discorso terminali. Fondamentali per tutti i processi 
(replicazione, trascrizione, riparazione, ricombinazione, ecc. Ecc.) 
che interessano il DNA. 




Struttura tridimensionale che mostra la rotazione del piano di 
basi complementari 

Angolo circa 36° (ovvio. Un giro completo, 360°, ogni 10 coppie 
di basi, quindi un giro = 360/10) 
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Scoperta del DNA avvenuta nel 1953 da parte dei famosissimi 
Watson e Crick. 

Modello sviluppato su immagini di diffrazione del raggi X 
ottenute da Franklyn. 




Scoperta del DNA avvenuta nel 1953 da parte dei famosissimi 
Watson e Crick. 

Modello sviluppato su immagini di diffrazione del raggi X 
ottenute da Franklyn. 




R.Franklin:: l'eroina mancata della scoperta del DNAUn anno 
prima che Crick e Watson si innamorassero del Dna, Franklin 
entrava al King's College di Londra, sotto la supervisione di 
Wilkins. Cominciò a lavorare alla diffrazione a raggi X e rivelò 
subito abilità e ingegno da fuoriclasse. Fu fra i primi scienziati 
a usare i raggi X non per studiare cristalli, ma materiali 
complessi come le molecole biologiche. Franklin modificò i 
propri macchinari e riuscì a ottenere un fascio estremamente 
sottile di raggi X. Mostrò che la molecola di fosfato che fa da 
impalcatura alla struttura doveva essere sul lato esterno del 
Dna. E che, almeno nella forma «umida», il Dna doveva avere 
forma elicoidale: una specie di scala a chiocciola. Tuttavia, 
rigorosa e prudente all'eccesso, decide di non pubblicare nulla 
prima di avere prove conclusive 

La più recente, perfetta delle immagini di Rosalind Franklin, da 
un campione purissimo di Dna. , l'immagine ancora non 
pubblicata. Era splendida. Mostrava la forma di un'elica e 
forniva la dimensione esatta del diametro della molecolaGrazie a 
queste immagini Rosalind Franklin già nel febbraio del 1953, sul 
suo taccuino di appunti scriveva che ...il Dna è composto da due 
catene distinte..., Degli studi della Franklin per costruire il 




Fotografia che mostra Watson (dx) e Crik (sx), vicini ad un 
modello della doppia elica 




Watson e crick 50 anni dopo. 




Ecco James Watson oggi, come appare in un recente 
documentario. 

La serie "beautiful minds", pubblicata allegata ai quotidiani/ 
settimanali del gruppo repubblica/ espresso 

Proprio nel volume 16, Watson descrive gli esperimenti e I 
ragionamenti che hanno portato alla elaborazione del modello a 
doppia elica del DNA 




Le due eliche si avvolgono l'una intorno all'altra. 

Non quindi come due "molle" incastrate fra loro (ma che 
possono essere separate allontanandole), ma proprio "arrotolate 
l'una sull'altra. 

L'elica del DNA è destrogira, o destrorsa. 

Si avvolge "a destra", andando dal basso all'alto. 

Immaginare una scala a chiocciola che "sale", con lo scorrimano 
a destra. In questa direzione, la rotazione è in senso orario 
(salendo o allontanadosi) 




Un giro completo dell'elica, contiene mediamente circa 10 basi. 

Antiparallelismo determina la formazione di un solco minore ed 
un solco maggiore nel DNA 




Solco maggiore e solco minore sono presenti perchè le due eliche 
sono antiparallele, e il legame fra base e ribosio (o deossiribosio) 
è angolato. 

Poiché le due eliche sono antiparallele, I due "angoli" vanno 
nella stessa direzione, avvicinando da un lato e allontanando 
dall'altro, I legami chimici. 

Questo determina appunto la formazione dei due solchi. 




Misure: 

Doppia elica, 2 nm (nanometri, un miliardesimo di metro) 
Distanza fra una coppia di basi adiacenti e l'altra, 0.34 nm 




Esperimento della mica 

DNA legato a mica. Dnasi taglia con periodicità costante, ogni 10 
bp, dal lato opposto a quello legato al supporto 



Mica: silicato che si sfalda in piani 




Decalogo: caratteristiche da RICORDARE del DNA 

Doppia elica destrorsa 

Antiparallele 

Complementari 

Asse diadico: stesso asse per entrambe le eliche 
Solchi 

10 bp per giro 

Distanza fra basi 

Giro completo elica 3.4 nm 

Diametro doppia elica, 2.4 nm 

Legami idrogeno e impilamento 



Diapositiva precedente, si riferiva a DNA in forma B 
Questo perchè il DNA può assumere altre forme, dette A e Z 
Forma nativa, "naturale" del DNA, è la B 

Nella forma A, il DNA è più compattato (circa 11 basi per giro), 
quindi la doppia elica è più corta e più grossa 

Nella forma Z, la doppia elica è levogira (si avvolge a sx, non a 
dx) e l'impalcatura zucchero-fosfato segue un andamento a zig- 
zag (da cui la Z) 




Un'altra immagine che mostra forma B (nativa), A (compatta), e 
Z (levogira) 




Un'altra immagine che mostra forma B (nativa), A (compatta), e 
Z (levogira) 




Forma B è piena. 

Forma A, più larga, ha un foro al centro. 
Forma Z è levogira 



DNA in forma A, elica ha un diametro maggiore, e presenta un 
"foro" interno" 

Questa struttura la si trova in corrispondenza di complessi DNA- 
proteine, ed è la forma assunta dall'RNA a doppia elica 




JA B 




DNA Z 
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DNA-Z si forma in regioni con particolare sequenza, ripetizione 
alternata di purine e pirimidine 

Nucleotidi possono avere conformazioni sin e conformazione 
anti. 

Se si alternano, struttura a zig-zag, elica sinistrorsa 





DNA in forma Z. 

Zig-zag si forma per susseguirsi legami anti e legami sin 




In alcune regioni, sopratutto se formate da susseguirsi alternato 
di purine e pirimidine, il DNA può assumere conformazione Z 

La formazione della struttura Z è favorita da cariche positive, che 
annullano l'effetto dei gruppi fosfato carichi negativamente. 




DNA Z funzione biologica ed esistenza in vivo ?- esistono domini 
proteici Za che legano DNAZ (uno per filamento) interazione 
ionica e legami-H fra catene laterali polari e basiche e scheletro 
di unità ribosio e gruppi fosforici (non coinvolte le basi)- 
complementarità strutturale e di carica fra la superficie proteica e 
lo DNAZ- sequenze in grado di formare DNAZ presenti spesso 
in vicinanza dell'inizio dei geni => conversione reversibile fra 
DNAZ e DNA B può avere un ruolo nel controllo della 
trascrizione 





Forma A 


Forma B 


Forma Z 


Senso di rotazione dell'elica 


destrorso 


destrorso 


sinistrorso 


Diametro 


26 A 


20 A 


18A 


Numero di basi per giro d'elica 


11 


10.5 


12 


Distanza tra le coppie di basi 


2.6 A 


3.4 A 


3.7 A 


Inclinazione del piano delle basi 
rispetto aliasse dell'elica 


20° 


6° 


7° 


Conformazione del legame 
glicosidico 


Ami 


Anti 


Sin (pur) 



Dimensioni delle diverse forme di doppia elica di DNA 
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Numeri: 

Metro: unità di misura di riferimento 

Millimetro: dimensione di piccoli insetti, capelli, granelli di 
sabbia. Millesimo di metro 

Micrometro: ordine di grandezza delle cellule (10-100 |um) e dei 
batteri (1 |um). Milionesimo di metro. 

Nanometro: ordine di grandezza dei virus (10-100 nm) e delle 
molecole (1-0.1 nm). Miliardesimo di metro. 



Un capello, circa 0.1 mm. Doppia elica, circa 20 nm. 

0.1 mm = 100 \im = 100.000 nm. 100.000/20 = 5.000 volte 

Se la doppia elica del DNA avesse le dimensioni di un tronco di 
un grosso albero (1 m di diametro?), un capello avrebbe un 
diametro di 5 km. 

Se avesse le dimensioni di una matita (spessore di 0.5 cm), un 
capello avrebbe un diametro di 25 m (un campo di calcetto?) 




Se vi sono regioni adiacenti complementari, DNA potrebbe 
assumere struttura cruciforme. 

Probabilmente presenti anche in vivo, potrebbero segnalare punti 
importanti del DNA 

In alcuni casi particolari (ricombinazione, ecc.), si possono 
formare anche strutture a tripla elica. 



Le regioni terminali dei cromosomi lineari sono sequenze 
ripetute dette telomeri . La funzione principale di tali regioni è 
quella di permettere alla cellula di replicare le estremità dei 
cromosomi senza che ci sia perdita di informazioni geniche, dal 
momento che le DNA polimerasi coinvolte nella replicazione del 
DNA non sono in grado di replicare le estremità 3' dei 
cromosomi.^ Se un cromosoma non avesse telomeri, infatti, 
diventerebbe un po' più corto ad ogni replicazione, con il rischio 
di perdere sequenze codificanti. Attraverso un particolare tipo di 
DNA polimerasi (detto telomerasi), invece, i telomeri 
mantengono costantemente la loro lunghezza, proteggendo così 
la parte interna del cromosoma. Nelle cellule umane, i telomeri 
sono composti da alcune migliaia di ripetizioni di una semplice 
sequenza costituita da TTAGGG. [58] 

Questa sequenza ricca in guanina può stabilizzare le estremità 
dei cromosomi formando strutture insolite, composte da unità di 
quattro basi azotate al posto delle canoniche due. Ciò è dovuto 
all'interazione tra quattro guanine, che formano una struttura 
planare che si impila sopra ad altre strutture dello stesso tipo, ad 
ottenere un filamento stabile definito G-quadruplex structure.J^] 
Tali strutture sono stabilizzate dalla formazione di legami 
idrogeno che si instaurano tra le sommità delle basi e dalla 
chelazione con uno ione metallico, situato al centro di ogni unità 
di quattro basi.^1 



In presenza di calore, le due eliche possono separarsi perchè 
vengono rotti I legami idrogeno. 

La seper azione delle due eliche viene detta denaturazione. 

A differenza della denaturazione delle proteine, che ne cambia 
irrimediabilmente la struttura, la denaturazione del DNA è un 
processo reversibile 




Il DNA rinatura quando le due eliche complementari ritrovano la 
sequenza di basi che determina la formazione di tutti i legami 
idrogeno. 

Se le due eliche sono leggermente diverse, le regioni che non si 
appaiano restano // fuori ,/ , formando dei tratti a singola elica 

L'ibridazione/ rinaturazione fra due eliche non perfettamente 
complementari, porta alla formazione di eteroduplex 




Se la sequenza è identica, rinaturazione possibile fra eliche 
provenienti da molecole diverse 




È possibile seguire le curve di denaturazione, leggendo 
l'assorbanza nello spettro degli UV (A 280 nm) 

Assorbanza aumenta quando si forma DNA a singola elica 

Assorbanza aumenta con l'aumentare della temperatura 
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Viene definita temperatura di melting ™ la temperatura alla 
quale il 50% del DNA è a doppia elica e il 50% a singola elica 

Questo valore dipende dal contenuto in base di una particolare 
molecola di DNA 




La temperatura Tm, oltre che dal contenuto in GC, dipende 
anche dalla concentrazione salina. 

Diventa più alta, se la concentrazione salina è più elevata 




Il DNA nelle cellule viventi non è presente nella forma 
"rilassata" che abbiamo visto finora (10 basi per giro), ma è 
invece supera vvolto. 



Super avvolgimento: esempio elastico. 




Elastico superavvolto 




A livello di DNA, la doppia elica può essere superavvoltaallo 
stesso modo 

Superavvolgimenti necessari per contenere lunga molecola di 
DNA, in cellula batterica o in nucleo cellula eucariotica 



Uff/ Superavvolgimenti negativi e positivi (Rk 




I superavvolgimenti possono essere di tipo positivo o di tipo 
negativo. 

In entrambi i casi, si formano attorcigliamenti della doppia elica 

Negativi, se vengono "tolti" dei giri della doppia elica. Positivi se 
vengono aggiunti. 

DNA rilassato, 10 basi per giro. Se meno basi (9 per giro?) 
superavvolto negativamente. Se più basi (11 per giro?) 
superavvolto positivamente. 




Fotografia al microscopio elettronico, DNA circolare 
superavvolto (a sx) e rilassato (a dx) 




Lk = linking number 
Lk = Tw + Wr 

Tw = Twist (avvolgimenti?) 

Numero di volte che un filamento gira intorno all'altro (quante 
volte un'elica incrocia Y altra) 

Wr = Writhe (contorcimenti?) 

Numero di incroci dell'asse logitudinale su se stesso 

In esempio b, Tasse icrocia se stesso 4 volte, quindi Wr = 4 
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DNA superavvolto è più compatto, e quindi si muove più 
velocemente in un campo elettrico (elettroforesi) 

DNA rilassato invece, si muove più lentamente 

Le varie bande corrispondono a diversi livelli di 
superavvolgimento 




Significato fisiologico dei superavvolgimenti. 

Se il DNA è superavvolto negativamente, forma degli 
" attorcigliamenti" . 

Se in seguito a legame con fattori di regolazione, proteine ecc. 
(come vedremo in seguito), viene "riportato" alai conformazione 
originaria non super avvolta, per compensare la "mancanza" di 
avvolgimenti, alcuni tratti di DNA si denaturano, formando 
regioni a singola elica. 

Questo facilità intervento di enzimi (ad esempio polimerasi). 




Significato fisiologico dei superavvolgimenti. 

Se il DNA è superavvolto negativamente, forma degli 
" attorcigliamenti" . 

Se in seguito a legame con fattori di regolazione, proteine ecc. 
(come vedremo in seguito), viene "riportato" alai conformazione 
originaria non super avvolta, per compensare la "mancanza" di 
avvolgimenti, alcuni tratti di DNA si denaturano, formando 
regioni a singola elica. 

Questo facilità intervento di enzimi (ad esempio polimerasi). 




Possiamo immaginare DNA circolare (ad esempio cromosoma 
batterico) come un susseguirsi di anse. 

Alcune potrebbero essere superavvolte, altre rilassate. Le varie 
bande viste nella figura precedente corrispondono a diverse 
"anse" più o meno superavvolte. 




Fisiologicamente sono presenti anche superavvolgimenti 
positivi. 

Ad esempio quando il DNA si replica, la doppia elica deve essere 
"aperta". . . questo aumenta il numero di giri a valle. 



Per eliminare questi superavvolgimenti positivi, intervengono 
durante la replicazione (come vedremo) dei particolari enzimi, 
detti topoisomerasi. 

Introducono rottura in una delle due eliche. . . in questo modo 
l'altra elica può girarvi intorno, rilasciando le torsioni aggiuntive. 



